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   لدى اليرسينيا GroEL تنسيل مورثة الصدمة الحرارية
  والتعبير البروتيني لها باستخدام بلاسميد 

  pHEN6التعبير البروتيني 
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 18/07/2011تاريخ الإيداع 

  17/10/2011قبل للنشر في 

  الملخّص
 ،سـالبة الغـرام   جراثيم هي) Yersinia enterocolitica( القولونيةالمعوية  اليرسينيا

ضـمن   تنمـو  للمـضيف و   البالعـة  الخلاياتطفل على   ، ت  اختيارية ضة، داخل خلوية  ممر
 فـي تحمـل     ماًهم  مجموعة من بروتينات اليرسينيا دوراً     تؤدية، حيث   الحويصلات الحالّ 

 الحرارية دمة بروتين الص   هو المهمة هذه البروتينات  وأحد   ،ضمن الخلية  القاسية   الشروط
GroEL.   والتعبير  ل،يالتنس بطرائق   اًمؤشبهذا البروتين   إنتاج    هذه الدراسة  كان هدفنا من 

 دورة حيـاة     فـي  يؤديه لدراسة الدور الذي      وتنقيته بغية استخدامه مستقبلياً     عنه البروتيني
  ذلكفضلاً عن . اليرسينياتداء محاربة  وإمكانية استخدامه فيالجرثوم وقدرته على التطفل

 ، خلال الإصابةكبيرةال البالعات تسهم باختراقي  من البروتينات التGroELن بروتين الـ فإ
  .اليرسينيا في ستمناعية المسيطرةالإ  البروتيناتواحد من هنّأكما 

 باستخدام السلالات نقاوة تحديد بعد اليرسينيا ثيماجر من الجينومي DNAـ ال اِستُخلص
PCR الشدف متعدد) multiplex Yersinia(. ًـ ال هذا من وانطلاقاDNA خممورثة تض 
 موقعي على حاوية نوعية رئساتم باستخدام ، وذلكPCR واسطة تفاعل الـب GroELالـ 
  كلّ  لحام تم عدها ب .اليوالت على ،'5و '3 النهايتين في BstEIIو XbaI التقييد يأنزيم قطع

بنتاج عملية  E. coli جراثيم تروحو ،pHEN6 من المورثة المقطوعة والبلاسميد المقطوع
) kDa 60 (المؤشب الحرارية الصدمة بروتينالإيجابية عن مستعمرات رت العب .التنسيل
 تمكنـا مـن تنقيتـه باسـتخدام      بحيـث بلاسـما المحيطيـة   ال فراغ ضمن   المنحل بشكله

 وقد أثبتنا نقاء البروتين المؤشب بترحيله على هلامة         ،يةالإلفة المعدن الكروماتوغرافيا ذات   
 وينه بواسطة صبغة الكوماسي أو بطريقة التبصيم المناعي     الأكريلاميد والكشف عنه إما بتل    

  .His-×6للذيل الهستيديني نوعية  أضداد باستخدام
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ABSTRACT  

Yersinia enterocolitica is a gram negative, pathogenic, facultative 
intracellular bacterium. It parasites on macrophages and grows in phagosomes, 
in which a group of proteins plays critical roles in tolerating stressful conditions 
within the cell. One of these important proteins is the heat shock protein (HSP) 
GroEL. In this work, we aimed to produce a recombinant GroEL protein by 
gene cloning and protein expression and purification, in order to use the 
recombinant protein in the future to study its function in the microbe life cycle 
and the possibility to use it against the yersinosis. Furthermore, beside being 
vital for macrophage penetration during infection, GroEL is one of the most 
immunodominant proteins of Yersinia. 

Genomic DNA from Y. enterocolitica was extracted from a PCR-confirmed 
strain using Yersinia Multiplex PCR. From this genomic DNA, the GroEL gene 
was amplified by PCR using specific primers that contain the restriction sites 
XbaI and BstEII at 3' and 5' ends, respectively. The amplified and digested 
GroEL DNA fragment, as well as the digested pHEN6 plasmid, were ligated 
and then used to transform E. coli competent cells. The positive colonies 
expressed a soluble rGroEL protein (60 kDa) in the periplasmic space and this 
recombinant protein could be purified by metal affinity chromatography, as 
demonotrated by electrophoresis (SDS-PAGE 10%) and gel staining or 
immunoblotting using 6×-His specific antibody. 

 
Key wards: Yersinia, GroEL, pHEN6, cloning, protein expression. 



 2012ـ العدد الثاني ـ ) 28(مجلة جامعة دمشق للعلوم الأساسية ـ المجلد 

 

 

445

  المقدمة
 تعد، التي )Yersinia( اليرسينيا  جرثومةهو مرض تسببه (yersinosis)داء اليرسينيات 

 ـ   هاوأكثر،   للإنسان ممرضةً هاأنواعأكثر     اليرسـينيا المعويـة القولونيـة      ي انتـشاراً ه
)Y. enterocolitica( )Okwori et al., 2009(، بب إنتان الأمعاء والكولون وإنتانالتي تس 

 . سنة5-15 أعمارهم بين  تراوحذين عند الأشخاص الاً كبيرانتشاراًتنتشر و العقد المساريقية
  الـذي  سهالالإ فضلاً عن هذا المرض هي الحمى والآلام البطنية الحادة        من أهم أعراض    

 ـ   جـراثيم ل ا تتطفل هذه . في بعض الأحيان   مصحوباً بالدم يكون   ض الحيوانـات   علـى بع
ملامسة  و أإلى الإنسان عن طريق الطعام الملوث نتقل ت، ومنهاالخنازير وبعض القوارضك

  .)De Berardis et al., 2004( هامخلفاتوالحيوانات المصابة 
م، °37 بحـرارة غرام، غيـر متحركـة    النها عصيات مكورة، سالبة      اليرسينيا بأ  تتميز
 Bottone, 1999; Hurst et( اختيارية سياط محيطية، هوائية بواسطةم ° 25بحرارةمتحركة 

al., 2011( ،جبارية، تصيب خلايا الجهاز المناعي مثل الوحيداتإمراضيتها داخل خلوية إ 
)monocytes ( الكبيرة والبالعات)macrophages(على ، حيث تكون قادرة على البقاء حية و

 المناعي للمضيف  تؤمن بقاءها وتخفيها عن مراقبة النظامالتكاثر داخل هذه الخلايا بصورة    
 Celli(  على المضادات الحيوية المستخدمة في المعالجة من جهة أخرىتستعصيمن جهة و

et al., 2003; Wehrly et al., 2009( .تعمل اليرسينيا على  ،خلايا البالعةلدى اختراقها لل
 بهروبها من الجسيمات المبلعمة في ا إم وذلك،الخلايا بعدة استراتيجياتمقاومة دفاعات هذه 

  مقاومتهـا  فضلاً عن ،  منع اندماج الجسيمات الحالة بالجسيمات المبلعمة     ب  أو السيتوبلاسما،
لجسيمات ز هذه االتي تمي جراثيملل  المنخفضة والبروتينات المضادة)pH(ات الحموضة لدرج
يعود بصورة أساسـية  ف الحمضيلوسط  وقدرتها على البقاء في ا  الجراثيمتكيف   ا أم .ةالحالّ

 heat( بروتينات الصدمة الحرارية التي تدعى بنوع خاص من بروتينات المقاومةوجود ل
shock proteins ()Yamamoto et al., 1997(.  

تحمي بنية  لأنها   )chaperons(جزيئية  الوصيفات  بالنات الصدمة الحرارية    بروتي لقبتُ
 أخذ الشكل الفراغي الوظيفي الخاص بهـا والمحافظـة          فيالبروتينات الأخرى وتساعدها    

عليه، وذلك للوصول إلى مواضعها المخصصة لها متجنبة التأثيرات والتفـاعلات غيـر             
تي تتعرض لها الخلية كارتفـاع درجـات     شروط الإجهاد ال    تحت صةاوخ ،المرغوب فيها 

 . تشويه البروتينات وتمـسيخها    فيها الرئيسي    أثر يكون ما   الحرارة والحموضة التي غالباً   
 جزيئـة  بمنزلـة ) GroEL )HSP 60 الجزيئـة   الوصـيفة تعدمن حيث الشكل البنيوي، 

فة من سبع ، كل حلقة مؤل  اًبروتينية معقدة مؤلفة من حلقتين متوضعتين فوق بعضهما بعض        
، منفصل عـن الآخـر      على تجويف مركزي   كل حلقة تحوي  وحدات بروتينية متماثلة، و   

 للماء، وتتوضـع جزيئـة بروتينيـة مرافقـة          اًلوحدات كاره ا  لهذه  الفرع الداخلي  يكونو
)GroES, 10 kDa (يتطلب عمل الوصيفة وجود جزيئات . على طرف الحلقة بشكل قبعة
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 ـمن  بنهايـة كـل     ، وكذلك البروتين غير المطوي    ،جزيئات، حيث ترتبط هذه ال    ATP  ال
ع الداخلي كاره للمـاء   الفر أنونظراً إلى .بنهاية الحلقة  GroEL البروتينحلقة، ثم يرتبط

يـة   فإنه يجذب الحموض الأمينية الكارهة للماء المكشوفة من البروتينات غير المطو ،بشدة
 ـ     نية الحموض الأمي  سلسلةلترتبط به، وبمجرد أن تنجذب       رات  إلى داخل الحلقة تحدث تغي

 ـبنيوية في وحدات    المشكلة للوصيفة ويكبر التجويـف المركـزي ويتحـول          GroEL  ال
الوسط الداخلي من الكاره إلى المحب للماء، وهكذا يصبح الجزيء البروتيني الواقع بالفخ             

جة لأية قوة ارتباط     لبنيته الذاتية وليس نتي    وفقاًوذلك   ،على تغيير شكله بأريحية تامة     اًقادر
 ـ طي البروتين، تنفصل القبعة عن النهاية ويتحرر       إتمامبعد  . خارجية  والبروتين  ADP  ال
 لهذا فإن البروتينات    بل تتم بأكثر من مرة،     تتم هذه العملية في مرة واحدة      قد لا و .المطوي

. )foldase( )Braig et al., 1994; Lund, 2009( بأنزيمات الطـي  الوصيفة تعرف أيضاً
تتميز هذه البروتينات بتشابه كبير مع البروتينات النباتية الموجـودة فـي           ذلك،   فضلاً عن 

فهي تعد من البروتينات الشديدة المحافظة لدى الأحيـاء عمومـاً           ،  خضراءالبلاستيدات ال 
)Srivastava, 2008( .ُمن ناحية أخرى، تمـن  جرثوميةوتينات الصدمة الحرارية البر عد 

وتينات الاسـتمناعية   من البر إلى أنّها    نظراًو .العوامل المرشحة القوية في البحث المناعي     
سـتجابات المناعيـة الخلطيـة       مـن الا   دف الهجوم المناعي في كلّ     ه  فهي تشكل  المهمة

  .)Bae and Toth, 2000( الوساطة والخلوية
إنتاج بروتين الصدمة الحراريـة      دف هذا العمل إلى     هGroEL  لليرسـينيا   المؤشـب 

 وذلك ؛E. coli باستخدام أنظمة التنسيل المورثي والتعبير البروتيني في الإشريكية الكولونية
 مما قد ،منحلوظيفي شكل على البروتين بالحصول   الذي يتيحpHEN6ميد سباستخدام البلا

استخدامه لاحقاً في  وإمكانية جملة من الدراسات بهدف تقييم دورهإجراء من   مستقبلاًيمكننا
  .لقاحات فعالة لليرسينيا أساليب تشخيصية أو تطوير

  مواد البحث وطرائقه
  والبلاسميد النمو شروط ،جرثوميةال السلالات

سلالات مرجعيـة  ( )Y. enterocolitica( ونية المعوية القولاليرسينيا سلالات استنبتت
 هيئة الطاقة الذرية - قسم البيولوجيا الجزيئية -موجودة بدائرة الميكروبيولوجيا والمناعيات 

مضاف  ،)©Yersinia selective agar; HIMEDIA( صلبة انتقائية أوساط على) السورية
 ,Yersinia selective supplement "SR0109E"Cefsulodin(نوعية  حيوية مضاداتإليها 

Novobiocin, Irgasan; OXOID®(وسـط   إلى نُقلت ثم ومن م،°37 بحرارة ، تم الحضن
 سلالات تهيئةتم . م°37 مع الهز بحرارة ونميت )Yersinia broth( انتقائي تكثيريسائل 

E. coli  البروتينـي  والتعبيـر  التنـسيل  فـي  المـستخدمة )TOP 10 وWK6 ()Vrije 
Universiteit Brussel, VUB, Belgium( ات بطريقة الصعق الكهربائي البلاسميد لاستقبال

(electroporation) وسط على نميت ثم ومن (Luria Bertani broth) LB بالمضاد مزود 
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 لتنـسيل ل استخدم الذي البلاسميد اأم .م°37 بحرارة) ®Ampicillin) Applichem الحيوي
 لذي زودنا به مشكورا البروفسور سيرج ميلـديرمانس      ، ا pHEN6 هوف البروتيني والتعبير

)VUB, Belgium()  1شكل.(  

  
 pHEN6خريطة مفصلة لبلاسميد التعبير البروتيني ) 1(الشكل 
، التسلسل المرمز للذيل الهيستيديني )AmpR(، المورثة المقاومة للأمبسلين Placحيث يظهر المحضض 

)6×His-tag( التسلسل القائد ،(PelB) ،المورثة المسؤولة على تضاعف البلاسميد ضمن جراثيم الـE. coli  
)Rep pMB1 ( وموقع أنزيمي التقييدXbaIو BstEII رئستينفضلاً عن وجود موقعي الم ،)RP, FP.(  

 pHEN6  التعبير البروتينيبلاسميد في GroEL مورثة تنسيل
  بطريقة تعتمـد   ،يرسينياال من  الجينومي DNAالـ   اِستُخلص جراثيمال تنمية عملية بعد

 الجينومي  DNA الـ   رسبعلى تحطيم المواد البروتينية والدهنية الموجودة في الخلية ثم          
 ـ نقـاوة   وقيست.)Sambrook and Russel, 2001( بواسطة الإيزوبروبانول  DNAـ ال

 100 استخدم .اً نانومتر260 موجة طولب Nanodrop  المطيافيةبجهاز المستخلص الجينومي
ngالـ  من DNAالـ تفاعل في  الجينومي PCR لتأكد للعزلات واحديد الهوية الجرثومية تل

 DNAالــ    فـي  متعددة شدف تضخيم على قادرة خاصة رئساتم باستخدام تهانقاومن  
 ـما يدعى بتفاعل   وهو   ، خصوصاً ا واليرسيني  عموماً جرثوميال نوميالجي متعدد  PCR  ال

بصورة شائعة مثل هذا التفاعل ويستخدم  ،)Yersinia multiplex PCR(الشدف لليرسينيا 
 ,.Navarro et al., 2004; Noyes et al(  وتمييزهاالممرضةالعوامل العديد من كشف في 

1998; Radu et al., 2000(.  

Bst EII(373) 
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 GroEL مورثـة ال تضخيمل كقالب المستخلص جرثوميال  الجينومي DNAالـ   استخدم
 هذه ممتص .)1 جدولال (BstE-R عكسيةالو Xba-F ماميةالأ رئساتالم من زوج باستخدام

لليرســـينيا رجعـــيالم النيكلوتيـــدي التتـــالي علـــى اعتمـــاداً رئـــساتالم   
)gov.nih.nlm.ncbi.www, 422086-420434, 008800_NC:  AccessionkanBneG(  

، وبعد التأكد من خلو المورثة      رئسة م كلّإلى   المستخدمة التقييد أنزيمات للستس إضافة بعد
 ـ   PCR  تفاعـل  باسـتخدام  التضخيم تم .من أماكن قطع هذين الأنزيمين       ة عـالي الوثوقي

AccuPrim ™ Taq polymerase high fidelity) (Invitrogen®, قليـل احتمـال   تل وذلك
 ـ برنامج تضمن .المورثة تضخيم أثناءفي    النكليوتيدات تسلسل في خطأ حدوث  PCR الـ
 35بِـ الخطوة هذه تبعتأُ .م° 95بحرارة دقيقتين مدة )initial denaturation( الأولي التمسخ

 ثانيـة،  30 مـدة  م°94 رةبحرا )denaturation( التمسخ منها دورة كل تتضمن ،دورة 
 م°68 بحرارة )extantion( والإستطالة ثانية، 30 مدة م°55 بحرارة )annealing( لتحامالا

 تركيزهـا  أغاروز هلامة على PCRـ  ال  نتاجات رحلت ،التفاعل تمامإ بعد. ثانية 90 مدة
 ,TAE) Tris-Base 40mM, EDTA 1mM بوجود موقي الـرحلان الكهربـائي   1.5%

acetic acid 0.1%, pH:7(، الــ   تفاعل مكونات باقي من المضخمة شدفةال نُقّيتPCR 
وشدفة  pHEN6 البلاسميد من ومل كلٌ عبعدها. بالإيتانول والترسيب بالفينول الاستخلاصب

، بعد انتهاء تفاعل القطـع، تـم        )BstEII) Fermentasو XbaI التقييد يبأنزيم PCRالـ  
) ligation (لحـام ال عمليـة  أُجريـت  ثم ،م°70ها لحرارة   أنزيمات التقييد بتعريض  تعطيل  

 بنـسبة  )Ready-To-Go T4 DNA Ligase Kit GE healthcare(  طاقم جاهزباستخدام
   جـراثيم تحـوير  في لحامال نتائج استخدمت .لي على التوا  والشدفة، البلاسميد من لكل 3:1

E. coli  سلالة)TOP 10 (الكهربائي الصعق بطريقة) electroporation(، جراثيمال ونميت 
 المـستعمرات  من عددر تباخُ). µg\ml 100( سلينيالأمب على حاوية أوساط على المحورة

 للبلاسميد نوعية رئساتم تخداماسب ،PCR  الـ النامية على أطباق الزرع بتفاعلالجرثومية
pHEN6) RP-FP ()تضمن برنامج الـ     .)1 جدولالPCR       3عملية التمسخ الأولي مـدة 

مدة م °94 بحرارةالتمسخ من  كل دورة تألف تن دورة،اً وثلاثي خمس، ثمم°95 بحرارة دقائق
وذلك  ،ثانية 90 مدة م°72 بحرارة الاستطالة،  ثانية45 مدة م°60 بحرارة الالتحام ثانية، 30
 بمستعمرات إليهاأُشير  (الصحيحة اتالبلاسميد على الحاوية جرثوميةال المستعمرات نتقاءلإ

  طـاقم جـاهز    بواسـطة  اتالبلاسميد  منها تعزل و الموجبة المستعمراتنميت  . )جبةمو
)plasmid miniprep kit; Qiagen®(التسلسل حة  وصتنسيل تم التأكد من .تركيزها قيس، و

ــة  ــدي للمورث ــة GroELالنيكلوتي ــذهبمعامل ــمي  ه ــات داتالبلاس ــد بأنزيم   التقيي
XbaI و BstEII المورثة أن من لتأكدل  خلـو  مـن  لتأكداتم  أيضاً   ،الصحيح بالشكل ةنسلم 

تسخلال منالطفرات   من المورثة للس سكقالب استخدامت البلاسميدات   حيث   العينات لةلس
بمجموعهـا   غطي التي تُ  )1 جدولال ()RP-FP(لمرئستين  او مرئسات مختلفة    4 فضلاً عن 
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ءة النتائج باسـتخدام  قراثم  ،pHEN6 البلاسميد ضمن الموجودة  GroELالـ مورثة كامل
التسلسل ب مقارنة التسلسلات الناتجة وهيئة الطاقة الذرية السورية الموجود في جهاز السلسلة

  .النيكلوتيدي المعروف في البنك الجيني
  

  GroEL  الـفي تنسيل مورثة اِستُخدمت التي رئساتالتسلسل النيكلوتيدي للم 1 الجدول

  

  بالمؤش GroEL البروتين عن التعبير
الجـراثيم   نميت ، E. coli WK6  التعبير البروتينيجراثيم إلى اتالبلاسميد إدخال بعد

 Terrific Broth) KH2PO4  الاستنباتوسط من مل  250  دوارق الزرع فيفيالمحورة 
17mM, K2HPO4 72mM, Tryptone 1.2%, Yeast extract 2.4%, glycerol l0.8%, 

MgCl2 2mM and glucose 0.1%(، ـأمب إليـه  مضافال  ، وذلـك  )µg\ml 100 (لينيسي
 المطلوبة العكارة  بلوغعند.  دورة بالدقيقة  200 وبسرعة دوران لا تقل عن       م °37 بحرارة

)1=  600OD( ،ــيفت ــادة أُض ـــم ) IPTG) alactosideGhioT-D-βropel PsoI  ال
)Promega® ( 1 بتركيزmMمنساعة 24 بعد. لتحريض عملية التعبير في وسط الزرع  

 الضغط طةسابوم طّ ومن ثم ح الراسب الجرثوميوجمع الوسط ثُفّلَ ،م °37بحرارة والحضن
حـضن   الطريقـة  هذه تتضمن، حيث    لاستخراج بروتينات البلاسما المحيطية    الأسموزي

 الـسكروز  من عالٍ تركيز على حاوٍ مرتفع حلولي ضغط يذ موقٍ في  دقائق 10 الجراثيم
"TES buffer") Tris-Base 50mM, EDTA 5mM, sucrose 20%(، بسرعة تثفيلها ثم 

8000 ×g5 منخفض حلولي ضغط يذ  ونقلها إلى محلول بارد mMمن كبريتات المغنزيوم  
)MgSO4(8000 على السرعة التثفيل جرى ،الجراثيم تحطيم بعد.  لعشر دقائق ×g للتخلص 

 Ni-NTA (النيكـل  أعمـدة  ىعل البلاسما المحيطية خلاصة مررت ثم الخلوية البقايا من
Agarose) (Qiagen®( البروتين التقاط على القدرة لها التي ذيلـه  خـلال  مـن  المؤشب 
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 Na2HPO4 ( الغـسل مـوقي  النيكل ب لأعمدةالغسلمستفيضة من  مراحل بعد. الهستيديني

16.2mM, NaHPO4 3.8mM, NaCl 500mM, imidazole 20mM, pH 7.4(،  رـرح 
 زولاميـد الإ من عالٍ تركيز على حاويال الموقي ولكن  تمرير طريق عن النقي البروتين

)imidazole( 500 mM المنافس القوي للذيل الهستيديني للارتباط بشوارد النيكلالذي يعد . 
 الكروموتوغرافيـا  نظام خلال من تلك  المؤشب GroEL بروتين   تنقية عملية إدارة جرت

  .AKTA prime (GE Healthcare) يلالآ
، ى البروتين بشكله النقـي    لوالحصول ع  GroELالبروتيني لمورثة    التعبير    عملية بعد

 هلامـة المتـضمنة   %10  الأكريلاميد عديد الصوديوم دودوسيل سلفات هلامة استخدمت
 عينـات  ، بغية ترحيل)running gel 10% (الفصل وهلامة )stacking gel 5%(لتكديسا

 Tris-Base 25mM, glycine( مـوقي الترحيـل    ضمن وذلك كلّها، التنقيةمراحللممثلة 
200mM, SDS 0.1%(عبر هلامة عديد الأكريلاميد،   للعينات، وبعد الرحلان الكهربائي

الكوماسـي  أزرق الهلامة بملون تبغص )Coomassie Brilliant blue R250 0.25%,  
methanol 45% and acetic acid 10%( تعبيـر   الحسن سير عمليتـي  من للتأكد، وذلك

  .البروتيني والتنقية
  

   المؤشبGroEL لبروتينل المناعي التبصيم
 نُقلـت ،  الهلامة عبر النقي والبروتين البروتينية الخلاصة من لكل الترحيل عملية بعد

 هريائيك تبصيم   جهاز بواسطة )®BioLab( نتروسللوز  من غشاء إلى كهربائياً البروتينات
)GE Healthcare(  بوجود موقي النقـل )Tris-Base 25mM, glycine 200mM, SDS 

0.1% and methanol 20%(، إحصار تم بعد ذلك)blocking( باسـتخدم مـوقي   الغشاء 
 skimmed milk 3%, phosphate buffer saline (PBS) 1×, Tween-20(الإحـصار 

  الغـشاء بمـوقي الغـسل      غسل ثم،  الدسم منزوع الحليب من   %3 الحاوي على    )0.05%
)1× PBS, Tween-20 0.05% ( أضداد جوددرجة حرارة الغرفة بووحضن بثلاث مرات 

-×mouse anti 6 (الهستيدينيالبروتين المؤشب  لذيلنوعية  والبيروكسيداز بأنزيم موسومة
His HRP antibody( (Roche®)، ضمن مـوقي الإشـباع    2000\1 حيث تم تمديد الضد

 الغشاء غُسل ثم حرارة الغرفة، بدرجة ساعة مدة وضع على الغشاء وحضنو %1المخفف 
-3-amino-9 (AEC الصباغي المداد أضيفومن ثم   ) ثلاث مرات (موقي الغسل   ب مجدداً

ethylcarbazole( هـار  موقي الإظ ضمن رالمحض)AEC 0.25%, Na2HPO4 50mM, 
citric acid 25 mM, H2O2 0.015%, pH 5.(  
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  النتائج
  اليرسينيا جينوم من GroEL مورثةال تضخيم

 استخدمت سلالة أساسية  حيث   ،ا اليرسيني  من جراثيم   سلالات  ثلاث  قمنا بتحضير  بدايةً
 من أجل )-O9- ) Y.  entercolatica O9هي اليرسينيا المعوية القولونية ذات النمط المصلي

  الجرثومي نفسه،ا من المورثات المحافظة لدى النوععلى اعتبار أنه GroELعزل المورثة 
ي من جينوم الDNAالـ  خلصستُاِ بعدها .ط صلبة وسائلة بغية إكثارها على أوسازرعتو

 تمـت  )Yersinia Multiplex PCR(  متعدد الشدفPCR  الـلتفاعلع خضأُو ،الجراثيم
 بهدفو . في هيئة الطاقة الذرية السوريةوالمناعيات الميكروبيولوجيا دائرة في سبقاًم أمثلته

ن تخدمت سلالتان إضافيتان تابعتا اس،تهانقاو والتأكد من   لكل عزلة  الهوية الجرثومية تحديد  
الـ  ترحيل نواتج تفاعل     وقد أظهر  . كشاهدين إيجابيين لهذا التفاعل     نفسه يلنوع الجرثوم ل

PCR بطول تظهر ليرسينيال مميزةواحدة منها  ،مجموعة من الشدف الآغاروز هلامة على 
 تقريبي طولب  Y. entirocolitecaلنوع ل المميزة الشدفة تظهر في حين ،bp 1000 تقريبي

400 bp ،600 الطـول  ذات الـشدفة  ظهـور  نلاحـظ  كما bp  للعزلـة  الممييـزة  Y. 
entirocoliteca O9+ )لبلاسميدها كما هو الجراثيمالتي تغيب عندما تفقد ) 1 ، مسار2 شكل 

 بطول دفةش تظهر في حين ،)2 ، مسار2 شكل( -Y. entirocoliteca O9  الحال في العزلة
300 bp للعزلة  مميزةالY. entirocoliteca O3  )3، مسار 2 شكل(.  

  
  "Yersinia multiplex PCR"  طريقةباستخدام اليرسينيا سلالات نقاوة تحديد) 2 (الشكل
  بق التفاعل على طُحيث ،%1.5 آغاروز هلامة على متعدد الشدف  PCRالـ تفاعل ترحيل ناتج

 .Y: 1 مسارال :لص من ثلاث عزلات من اليرسينيا بحسب الترتيب الجينومي المستخDNAـ ال
entirocoliteca O9+ ، 2 المسار: -entirocoliteca O9  Y.، 3 المسار :Y. entirocoliteca O3  .

  .)bp 200حجم  (المعياري الجزيئي DNAـ ال سلم M:  المسار
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 ـ مورثة ملتضخي كقالب استخدام جينوم اليرسينيا المعوية القولونية    وقد   ،  GroEL الـ
البدء  المرمز الذي يلي مرمز  تضخم كامل طول المورثة مننوعية رئساتم باستخداموذلك 

)ATG ( قبل مرمز الانتهاء  الواقع مباشرةالمرمزوحتى )TAA.(  الـتفاعلأعطى  PCR 
 DNAهذه الشدفة من الـ تضم ). 3 الشكل (تفاعلاللدى ترحيل ناتج  bp 1675 طولب شدفة

 وزن الجزيئيال بلغو ،اًأميني اًحمض 591 من مؤلفة ببتيد متعدد سلسلةل رمزر القراءة المطو
  .kDa  62 المؤشبGroEL لبروتين نظرياً المتوقع

.  
 PCRـ ال بتفاعل GroEL الـ مورثة تضخيم )3( الشكل

 سلم : Mالمسار %1.5 آغاروز هلامةعبر  GroEL الـ مورثة تضخيم تفاعل  ناتج ترحيلالشكل يظهر
 باستخدام :2 المسار .DNAـ ال من بدلاً الماء السلبي الشاهد :1 المسار .المعياري الجزيئي DNAـ ال

 وموقع طول إلى السهم يشير حيث ،كقالب تضخيم-Y. enterocolitica O9 لـِ الجينومي DNAـ ال
  .المضخمة DNAـ شدفة ال

 pHEN6 البلاسميد في GroEL مورثة تنسيل
 جـرت ، pHEN6ميد ية من كل من شدفة المورثة والبلاس   ى كمية كاف  بعد الحصول عل  

 نـى الب لإنتـاج  1):3 (بنـسبة هما   ومن ثم لحام   BstEIIو XbaI التقييد يبأنزيم معاملتهما
 E. coli TOP 10 جراثيمباستخدام نواتج التنسيل السابقة تم تحوير . )4A الشكل (المطلوبة

 المستعمرات من لعدد PCR تتفاعلابعد ذلك    جريأُ. انتقائية أوساط على من ثم تنميتها  و
بنتيجة إجراء التفاعـل مباشـرة علـى         تظهر، حيث   اتالبلاسميد تلقيها من للتأكد النامية

 وبه البلاسميد على حاوية أي – إيجابية كانت  حالفي bp 1888 بطول شدفة مستعمراتال
  بطـول  شـدفة  فقط بلاسميدال على الحاوية السلبية راتمالمستع تظهر في حين  –المورثة  
260 bp) 4 الشكلB .(  
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 مـن  اتالبلاسـميد  عزلـتْ   المورثة فـي البلاسـميد،    شدفة تنسيل صحة من للتحقق
  الفارغ البلاسميد واستخدم BstEIIو XbaI التقييد يأنزيمب وعوملت الإيجابية المستعمرات

 نلاحظ على هلامـة  .)4C الشكل( 1.5%  الآغاروز هلامة على رحلت ثم ،سلبي كشاهد
 أطـول مـن     )5المسار   ( بأنزيم واحد  اتتجة عن معاملة البلاسميد   الرحلان أن الشدفة النا   

معاملة تظهر  في حين ،)2المسار  ( نفسهالأنزيمب  الشاهدالشدفة الناتجة عن معاملة البلاسميد
  GroELالـ ومورثة  الفارغ بالأنزيمين شدفتين بطولين مختلفين هما البلاسميداتالبلاسميد

  نفـسهما  الأنزيمينب الفارغ  عند معاملة البلاسميد   ة تظهر شدفة واحد   في حين ،  )6المسار  (
لة باستخدام مجموعة مـن  لس المؤكدة للس البلاسميداتأُرسلتزيادة التحقق،  ل.) 3المسار(

د أكدت هذه النتائج صـحة طـول        رئسات الخاصة التي تمسح كامل طول المورثة، وق       الم
تقريباً عند مقارنتها % 100 وكانت مطابقة بنسبة  وخلوها بالكامل من الطفراتداتالبلاسمي

  .تسلسل النيكلوتيدي الموجود في البنك الجينيلل
  

  
  البلاسميد في المورثة تنسيل عملية مراحل )4( الشكل

(A شدفة الـ  معاملة ناتجPCR لمورثةالمتضمنة ل GroEL ) 1مسار (والبلاسميد pHEN6 ) 2مسار (
 جرثومية على المستعمرات الأُجري الذي PCRـ ال تفاعلنواتج  BstEII. (Bو XbaI التقييد يبأنزيم

النقية  سميداتنواتج تقطيع البلا C) .(+) إلى المستعمرات الموجبة أُشير .RP-FP مرئساتال باستخدام
 الحاوي على المورثة قبل البلاسميد الفارغ والبلاسميد :4و 1 انالمسار .BstEIIو XbaI التقييدي أنزيمب

 الأنزيمين بوجود كلا :6 و3 انالمسار ،BstEII نزيمبوجود الأ :5 و2المساران  ، التقطيععملية
BstEII/XbaI.الجزيئية المتوقعة لشدف الـ إلى الأطوالر الأسهم الجانبية  تشي DNA. المسار M: سلم 

  .المعياري الجزيئي DNAـ ال
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  المناعي والتبصيم البروتيني التعبير
إلـى    هذا الأخير  أُدخل ، في البلاسميد المحور   GroELلمورثة  ا بغية تحريض انتساخ  

 الحاوية جرثومية المستعمرات الكهربائي ثم نُميتبعملية الصعق ال E. coli WK6 جراثيم
ينـي  البروت التعبير تحريض تموقد  ،  الأمبسلين بوجود   الاستنبات وسط في على البلاسميد 

 ـمادة إضافةب  ومن ثم   الجراثيم بعدها تم تثفيل  . ط التنمية المثلى  شرو والحضن ب  IPTG  ال
ات المتركزة في فـراغ البلاسـما       تحطيمها بطريقة الصدمة الحلولية بغية تحرير البروتين      

 نُقّـي  ،يـة جرثومالخلاصة لا من هذه انطلاقاً .)Ewis and Lu, 2005( جراثيم للالمحيطية
 وجـود الـذيل   إذ إن  ، ذات الإلفـة المعدنيـة     الكرموتوغرافيـا  بأعمدةالبروتين المؤشب   

 المؤشب من الناحية الكربوكسيلية يمكنه من الارتباط بشوارد GroELالهيسيتيديني لبروتين 
 البروتين النقي رنااحل مستفيضة من الغسل، حربعد مر. النيكل المنتشرة على ملاط العمود

 على مركب الإيميدازول المنافس الشره لشوارد النيكل والقادر  حاوٍبتمرير موقٍالعمود من 
 عينات من هذه    رحلت ام وتقييمه عملية التعبير والتنقية   لمتابعة. على إزاحة البروتين النقي   

  وبعد )1 مسار (قبلوذلك   ،)5 الشكل( عديد الأكريلاميد  هلامةعبر   جرثوميةالخلاصات ال 
 بأزرق صبغت ثم ،) 3مسار(بعد عملية التنقية و ،عملية التحريضمن  )2مسار ( ساعة 24

باسـتخدام الـضد     تصمومن ثم ب   نتروسللوز  إلى غشاء  نُقلتأو  ) 5A الشكل( الكوماسي
 ظهور عصابة مميزة للبـروتين     5وضح الشكل   ي. )5B الشكل(النوعي لذيل الهيسيتيدين    

ن تنقية هذا البروتين باسـتخدام  ، وقد أمكريضبعد التح حصرياً kDa 60بطول  المؤشب
  . الإلفةياكروماتوغراف

  
  المناعي والتبصيم البروتيني التعبير) 5 (الشكل

 قبل عملية التحريض، المسار 1: المسار  عديد الأكريلاميد، على هلامةية البروتين المستخلصاتناتج ترحيل
فضلاً عن  ،kDa 60ل البروتين المؤشب بطونقية عد عملية تب 3:المسار و  ساعة من التحريض24 بعد 2:

 أو من )A( البروتينات إما من خلال الصبغ بأزرق الكوماسي أُظهرت .عياريم واسم البروتين الوجود
  .)B( الهيستديني للبروتين المؤشبالتبصيم المناعي باستخدام أضداد موجهة للذيل خلال 
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  المناقشة
 المعويـة  اليرسـينيا  من HSP 60ة الحرارية نجحنا في تنسيل مورثة بروتين الصدم

، ومن ثم فـي  pHEN6 في بلاسميد التعبير البروتيني  -O9القولونية ذات النمط المصلي 
 تم في بحـوث   المؤشب، الأمر الذي يحاكي ما قد     GroELالتعبير البروتيني عن    تحريض  

 الجرثوميـة   سابقة من محاولات لإنتاج بروتينات الصدمة الحرارية لعدد مـن الأجنـاس           
 )E. coli )Chen et al., 1996; Kamireddi et al., 1997المختلفة، مثل الأشريكة القولونية 

 ,.Paliwal et al( Salmonella والسالمونيلا )Vibrio )Mizunoe et al., 1999والضمات 
، وحتى من اليرسينيا المعوية القولونية ذات النمط المـصلي  Brucella والبروسيلا  )2008

O8و O3 )Yamamoto et al., 1993( .    ومن أهم المشكلات التي رافقـت بعـض هـذه
 الصدمة الحرارية المؤشب لبنيته الفراغية ولانحلاليته في أثناء المحاولات هو فقدان بروتين

 inclusion(مراحل التعبير، وتراكمه في الخلايا ضمن مـايعرف بالأجـسام الـضمنية    
bodies(لة في أثناء التنقية، مثل اليوريا ؛ مما يستدعي استخدام مواد مح)urea ( والغوانيدين

)guanidine (كل الفراغي للبروتين اللذين يؤثران في الش)Noll et al., 1994( . حاولنا في
 pHEN6 )Arbabiهذا العمل تجنب الوقوع في المشكلة ذاتها من خلال استخدام البلاسميد 

Ghahroudi et al., 1997(الخصائص الفريدة لهذه الغاية، فهو  الذي يتصف بمجموعة من 
يتيح إفراز البروتين المعبر عنه في فراغ البلاسما المحيطية دون تراكمه في السيتوبلاسما،       

في الناحية الأمينية من ) leader signal, signal PelB(وذلك نظراً إلى وجود تسلسل قائد 
 يسمح بـالتعبير الهـادىء   Placفضلاً عن ذلك فإن الفعالية المعتدلة للمحضض   . البروتين

للبروتين المؤشب بصورة تمكنه من أخذ الشكل الفراغي الوظيفي المنحل دون أن يؤدي إلى 
تمسخه وتكدسه في الأجسام الضمنية، كما هو الحال في بعض أنظمة التعبير البروتيني ذات 

من ناحية أخرى، يحتوي البروتين المؤشبBurgess, 2009( . (المحضضات الأكثر فاعلية 
 من )Histidine tag ×6(على الذيل سداسي الهـستيدين الناتج عن التعبير بهذا البلاسميد، 

الناحية الكربوكسيلية نظراً إلى وجود التسلسل المرمز لهذا الذيل في بنية البلاسميد، الأمر             
الذي يتيح لنا من جهة سهولة التنقية باستخدام الأعمدة الحاوية على شوارد النيكل ذات الألفة 

لكشف عن البروتين المؤشب في الخلاصة الجرثومية       للذيل الهستيديني، ومن جهة أخرى ا     
  .باستخدام أضداد نوعية لهذا الذيل

 إنتـاج بـروتين   ،أيضاpHEN6ً  البلاسميد باستخدامو، في دراسات مستقبليةسنحاول 
 ، تمامـاً   والحصول عليه بالشكل المنحـل الـوظيفي       GroESالصدمة الحرارية المؤشب    

ن سيمكننا من دراسـة     فر هذين المكوني  ا فإن تو  مومن ث ،  GroELبروتين  الكحصولنا على   
  للبروتينات الممسخة في الزجاج    (foldase) كأنزيم طي    GroEL/GroESخصائص المعقد   

)Huang and Chuang, 1999( .متعلقة بالبنيـة الوظيفيـة   دراساتن من خلالكما يمك  
 ، إلى أجزاء والتعبير البروتيني عن كل جزءالمورثة تقطيع GroEL للبروتين والاستمناعية
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 الناشبة  موقع  تحديد ومن ثم  )epitope( النوعيـة   المناعيـة    الاستجابة  توليد  عن ة المسؤول
فر هذا اتو يتيح لناس كما .)Lin )Lin et al., 1996 وذلك كدراسة مشابهة لما ذكرهلليرسينيا 

 متعـددة النـسائل   نوعيـة لـه كالأضـداد ال      إنتاج أضداد     النقي وبكميات كبيرة   ينالبروت
)polyclonal antibodies(ويمكـن  .  تمنيعه بـالبروتين النقـي   بعد التي تنتج في الأرنب

عن البروسيلا التي ها تمييزوليرسينيا المعوية القولونية تشخيص ا في  استثمار هذه الأضداد    
 ,Davis and Troy( لتشابه الكبير فيما بينهمـا إلى ا نظراً  في التشخيصلباً خطأًتسبب غا

أن  GroELين الـ    بروت فضلاً عن هذه الأضداد النوعية    من ناحية أخرى، يمكن ل    . )2005
 فعـال لـداء     DNAكلقاح   GroELالـ  مورثة  يم استخدام   ي من أجل تق   مهمة أدوات   تكون

خل هذه المورثة إلى بلاسميد التعبير البروتيني في     حيث تد  ، وفي عدة موديلات   اليرسينيات
لدى حقنـه   التعبير عن هذا البروتين ضمن جسم المضيف        مما يؤدي إلى     ؛حقيقيات النوى 

 Al-Mariri et(  هذا البروتين الغريب ضد المناعيةالاستجابة اً بذلكزمحفسميدات بهذه البلا
al., 2002(.  ،إلى  ونظراًفي هذا الصددالمحافظة لهذا البروتينطبيعة الأن  )Braig et al., 

كمستضد  GroEL الـ استخدام المناعية المتشكلة، فإن الاستجابةة  نوعيفيؤثر تقد  )1994
توليد استجابة مناعيـة  قد يساعد في  لقاحات  ال  العديد من  في أخرى نوعية   بروتيناتمدعم ل 
 )Salmonella( مونيلالاخلوية كالسالداخل ال ذات الإمراضية عدد كبير من الجراثيم  ل واسعة

  .)Legionella( )Bae and Toth, 2000( والليجيونيلا )Mycobacterium( والميكوبكتيريوم
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